Pflanzenziichtung und Genomanalyse

Haplotypendiversitat von Kandidatengenen
mit Einfluss auf die Malzqualitat in Gerste

Einfihrung

Neben Ertrag ist eine gute Malz- und
Brauqualitét die wichtigste Eigenschaft
in der Sommergerstenzichtung. Inner-
halb des vom BMBF geforderten Ver-
bundprojektes GABI-MALT werden mit
verschiedenen molekularbiologischen
Ansétzen deren genetische Grundlagen
untersucht. Da dieser Merkmalskomplex
quantitativ vererbt wird, ist eine Analy-
se auf rekombinationsgenetischer Ebe-
ne nur sehr begrenzt méglich. Daher
werden in unserem Teilprojekt folgende
Schwerpunkte bearbeitet:

(1) die lIdentifizierung von relevanten
Kandidatengenen,

(2) die Untersuchung der allelischen Di-
versitat dieser Kandidatengene,

(3) der Einfluss der genetischen Unter-
schiede auf die Malzqualitét, sowie

(4) die Entwicklung von diagnostischen
Markern.

Unser Ziel ist dabei, die Diversitit von
Kandidatengenen durch die Detektion
von ,single nucleotide polymorphisms’
(SNP) und Insertionen-Deletionen (IN-
DELSs) zu analysieren und deren Bezug
zu entscheidenden Malzparametern in
Gerste zu untersuchen. Folgende Ar-
beitshypothese liegt dieser Arbeit zu-
grunde: Eine Sorte mit guter Malzquali-
tat besitzt andere Allele fir relevante
Gene als eine Sorte mit schlechter Malz-
qualitét (—structural genomics Ansatz).
Alternativ wird folgende Hypothese in
zwei anderen Teilprojekten von GABI-
MALT getestet: In einer Sorte mit guter
Malzqualitat werden bestimmte Gene
stérker oder schwécher exprimiert als in
einer Sorte mit schlechter Malzqualitét
(— functional genomics Ansatz).

Vorgehensweise
und Ergebnisse

Ziel ist die Detektion von SNPs in rele-
vanten Kandidatengenen fiir Malzquali-
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tat, welche im wesentlichen aus zwei
Quellen resultieren:

* Enzyme und andere Proteine, welche
aufgrund ihrer Funktion in der Litera-
tur in Zusammenhang mit Malzquali-
t&t beschrieben wurden (FOX et al.
2003; HAYES et al. 2003; SWANS-
TON & ELLIS 2002; etc.).

o ESTs bzw. deren korrespondierenden
Gene, welche in den anderen Teilpro-
jekten aufgrund von differentieller Ex-
pression als mdgliche Kandidaten
identifiziert wurden (POTOKINA et
al. 2004).

Das firr Malzqualitat wichtige Enzym [3-
Amylase wurde dabei nicht berticksich-
tigt, da die Haplotypenstruktur dieses
Enzymes bereits untersucht wurde (MA-
LYSHEVA-OTTO & RODER 2006).

Analyse der Genstruktur
und Haplotypen-Assoziation

Aus insgesamt 62 Genen mit bekannter
Funktion oder putativer Bedeutung fur
den Malz- und Brauprozess wurden
Fragmente in einem Standardset von 8
diversen Referenzgenotypen sequenziert
und auf VVorhandensein und Position von
Polymorphismen geprift, welche das
jeweilige Haplotypenmuster (= Summe
der Sequenzunterschiede) determinieren.
Es wurden insgesamt 463 Primer-
kombinationen fiir alle Kandidatengene
getestet. Ungeféhr die Halfte aller
untersuchten Primerkombinationen zeig-
ten Einzelkopie-Amplifikate von
300-600 bp in verschiedenen Bereichen
der kodierenden Gene. Hier konnten eine
unterschiedliche Zahl an SNPs und IN-
DELs abhéngig vom untersuchten Gen-
abschnitt detektiert werden. Anschlie-
Rend wurden 111 Primerkombinationen
genutzt, um 64 ausgewahlte deutsche
Gerstensorten zu untersuchen.

Bisher wurden ca. 30 % aller studierten
Kandidatengene (z.B. Hydrolasen, Stér-
ke-Synthasen, Speicherproteine, Lipoxy-

genasen, Proteinasen) auf die Existenz
von INDELs, SNPs, deren Lokalisation
in der ,,untranslated region* (UTR), im
Intron oder Exon, sowie die Auswirkung
des gefundenen SNP auf die Translation
untersucht. Fir einige interessante SNPs
und INDELs werden nun molekulare
Marker fir die technischen Plattformen
Pyrosequenzierung und CAPS (cleaved
amplified polymorphic sequence) etab-
liert und im Hochdurchsatzverfahren an
weiteren 300 Sorten getestet. Dabei wer-
den vorzugsweise Marker fir solche
SNPs entwickelt, die im Exon lokalisiert
sind und zu einem Aminosdureaustausch
fuhren. Durch Korrelation der erhaltenen
molekulargenetischen Daten mit den sor-
tenspezifischen Malzeigenschaften kon-
nen kausale Zusammenhdnge zwischen
Genotyp und Phénotyp gefunden wer-
den. Erst nach Verifizierung der Sequen-
zierergebnisse durch die erhaltenen SNP-
Muster der 64 Sorten mittels Pyrose-
quencing wird die Haplotypenassoziati-
on durchgefiihrt. Dazu werden alle ver-
flgbaren Quellen fur phanotypische
Daten genutzt: die von unserem Projekt-
partner Landesanstalt fur Landwirtschaft
(LfL) in Freising zur Verfugung gestell-
ten Analysendaten aus der Mikromal-
zung von 2004 und 2005, Bundessorten-
amt (BSA)-Listen, Landessortenversu-
che (LSV) der einzelnen Bundeslander
und die Braugerstenjahrbucher der deut-
schen Braugerstengemeinschaft e.V.
(BGJB). Zur effizienten Verrechnung
wurden Datenbanken mit ca. 120 rele-
vanten Malzparametern fiir ca. 250 Sor-
ten mit nunmehr 100.000 Datenpunkten,
sowie mit allen in diesem Projekt erhal-
tenen molekularen Daten angelegt
(KUNNE etal. 2006, submitted), so dass
weitere umfangreiche Assoziationsstudi-
en durchfiihrbar sind. Anhand einiger
vorlaufiger Berechnungen mit der Soft-
ware TASSEL (http://www.maize
genetics.net) konnten signifikante Bezie-
hungen von Haplotypen der 1,4-B-Xy-
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lanase | und der B-Glucanase zu einigen
wichtigen Malzqualitdtsmerkmalen ge-
funden werden.

Die verwendeten Malzdaten stammen
aus der Mikromdlzung von Feldexperi-
menten unseres Projektpartners LfL in
Freising. Die einzelnen Malzparameter
sind in unterschiedlicher und komplexer
Weise sowohl durch die genetischen Ei-
genschaften einer Sorte als auch durch
Umwelteinfliisse und anderen Faktoren
wahrend der Vermélzung bestimmt. So
wird der Rohproteingehalt zu ca. 60 %
durch die Umwelt bestimmt und nur
10 % dieses Merkmals sind genetisch de-
terminiert, dagegen sind der Eiweil3I6-
sungsgrad (ELG) und die VZ45 zu 50 %
genetisch und 20 % von der Umwelt be-
dingt (Quelle: Landessortenversuche
Sommergerste 2004, LfL Freising). In-
teraktionen zwischen genetischem Poly-
morphismen und Unterschieden in der
phénotypischen Auspragung in einem
Satz von 64 Sorten werden exemplarisch
an zwei Kandidatengenen néher erldu-
tert.

(1—-4)-B-Xylan Endohydrolase
Isoenzym | und B-Glucanase

Fir die (1—4)-B-Xylan Endohydrolase
X-I wurden beginnend von der 5’UTR

im nachfolgenden Exon drei SNPs und
ein weiterer im benachbarten Intron de-
tektiert, wobei zwei davon zum Amino-
séureaustausch fuhren (Tabelle 1). Einer
der finf resultierenden Haplotypen
(H4_GM111) zeigte signifikante Asso-
ziationen (p<0,05) mit den Malzparame-
tern Viskositét und Friabilimeter, welche
durch viele Faktoren wie z.B. Mehlkor-
perstruktur, Zellwandbeschaffenheit, 3-
Glucangehalt, B-Glucanasenaktivitat, 3-
Glucansolubilaseaktivitét bedingt sind.

Die beiden gefundenen Haplotypen fur
die B-Glucanase kamen bei der Unter-
suchung von 64 Sorten und 8 Referenz-
genotypen nahezu im gleichen Verhalt-
nis vor und beide zeigten einen signifi-
kanten Einfluss auf die Viskositét bei
p<0,05. Alle drei gefundenen SNPs la-
gen im gleichen Exon.

Selten auftretende Haplotypen werden
derzeit flr diese beiden Gene wie auch
flr das nachfolgend beschriebene an ei-
nem grofReren Datensatz verifiziert.

a-Amylase 1

Die a-Amylase 1 hydrolisiert glykosi-
dische Bindungen in der Starke und Mal-
todextrinen. Das kodierende amy2-Gen
ist auf Chromosom 7H Kartiert und be-

Tabelle 1: Gefundene SNP- und Haplotypenmuster sowie Struktur des amplifi-
zierten Genfragmentes der (1—4)-B-Xylan Endohydrolase Isoenzym | bei den

64 Sorten und 8 Referenzgenotypen

Exon 1 Intron Haplotypen Haufigkeit

SNP1 # SNP2 SNP3 # SNP4 SNP1 - SNP4
A (Tyr) C (His) A (Leu) T H1_GM111 1
A (Tyr) T (His) G (Arg) A H2_GM111 20
T (Phe) C (His) A (Leu) T H3_GM111 20
A (Tyr) C (His) G (Arg) T H4_GM111* 25
A (Tyr) C (His) G (Arg) A H5_GM111 2

- - G (Arg) A n.a. 4

# = SNP fihrt zu Aminosaureaustausch nach Translation, * sign. bei p<0,05 fur Visk. und Friab., n.a. =

nicht auswertbar

Tabelle 2: Haplotypen des Genes amy?2 fiur die a-Amylase 1 detektiert in ca.
400 zwei- und mehrzeiligen Sommer- und Wintergerstensorten

Exon Intron Haplotypen
SNP1 # SNP2 # SNP3 SNP4 # SNP5 SNP6 SNP1 - SNP6
C (Arg) A (Asn) G (Gly) G (Gly) G G H1_GM125
C (Arg) G (Ser) G (Gly) G (Gly) G G H2_GM125
C (Arg) G (Ser) A (Gly) G (Gly) G G H3_GM125
G (Gly) G (Ser) G (Gly) C (Ala) A C H4_GM125
C (Arg) G (Ser) G (Gly) C (Ala) A C H5_GM125
C (Arg) G (Ser) G (Gly) G (Gly) G C H6_GM125
G (Gly) A (Asn) G (Gly) G (Gly) A C H7_GM125
G (Gly) G (Ser) A (Gly) G (Gly) A C H8_GM125
G (Gly) G (Ser) G (Gly) C (Ala) G G H9_GM125
C (Arg) A (Asn) G (Gly) C (Ala) A G H10_GM125

# = SNP flhrt zu Aminosaureaustausch nach Translation
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sitzt im analysierten Abschnitt von ca.
570 bp sechs SNPs, von denen vier im
Exon und zwei im nachfolgenden Intron
lokalisiert sind. Davon flihren drei SNPs
zu einem Aminoséureaustausch (Tabel-
le 2). Es wurden bereits SNPs und IN-
DELs in einer anderen a-Amylase be-
schrieben (MACHOVA-POLAKOVA et
al. 2005).

Markerentwicklung fur
weitere Kandidatengene

Das gefundene Haplotypenmuster fir die
Glycerinalydehydphosphodehydro-
genase (GAPDH) ist auffallend durch
bestimmte Pedigrees der hier untersuch-
ten Sorten determiniert. Fur dieses Kan-
didatengen konnten drei CAPS-Marker
entwickelt werden. Alle analysierten 12
SNPs und 2 INDELSs befinden sich im
Intron. AuBerdem konnten fur zwei wei-
tere Gene (B3-Hordein und Flavon-3-
Hydroxylase) ebenfalls erfolgreich
CAPS-Assays etabliert werden. Zudem
werden derzeit u.a. flr die Serin-Carbo-
xypeptidase I und 111 (POTOKINA et al.
2006) und Protein-Disulfidisomerase
Pyrosequencing-Assays etabliert.

Zusammenfassung
und Ausblick

Die hier erhaltenen Ergebnisse stellen
einen wichtigen Erkenntnisgewinn zum
Verstandnis der Struktur und Funktion
der an der Auspragung der Malzqualitét
beteiligten Gene, sowie ihrer Einbindung
in verschiedene Stoffwechselwege dar
und geben Hinweise auf eine weitere
Optimierung des Zucht- und Malzungs-
prozesses. Durch zielgerichtete Nutzung
der genetischen Diversitat im priméren
Genpool der Gerste wird die Entwick-
lung neuer Gerstensorten mit verbesser-
ten physiologischen Leistungen ermdg-
licht. Gerste als wirtschaftlich wichtige
Nutzpflanze hat hier Modellcharakter fur
diese Fragestellung. Die entwickelten
diagnostischen Marker mit Bezug zur
Malzqualitat sollen zukiinftig den Zucht-
prozess von Elitesorten beschleunigen
und erleichtern.
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